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@ Arzneimittel zur Turriorbehandlung 

Die Erfindung betrifft inlraversal zu verabreichende Arznei- 
mittel zur Behandlung von Tumorerkrankungen, die einen 
Gehalt an in Liposomen und/oder Erythrozyten enkapsulierten 
Immunstimulantien Oder Cytotoxika aufweisen. (32 18 1 2i ) 
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Arzneimittel zur Tumorbeha nd 1 ung . 



Pat en tan sprue he . 

1- Intravasal zu verabr eichende Arzne iral t t e 1 zur 
Tumorbehandlung, gekennzelchnet durch einen 
Gehalt an In Llposomen und/oder Ery thr ozy t en 
enkapsullerten Immuns t Imul ai: ia oder Cytotoxica. 

2. Arznelmittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet 
durch elnen Gehalt an in Liposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsullerten, gegebenenf all s elner 
Membranveranderung unterzogenen Membranf ragment en 
Oder Membranextrakten von Pr imartumor- oder 
Metastasezell en. 

3- Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an enkapsul lert em InterTeron, Inter- 
f eronlnducern und/oder ander'en an sich bekannten 
Imxnunst iraul ant ien • 

^. Arzneimittel nach Anspruch 1-3, gekennzeichnet 

durch einen Zusatz von die Ant igen- Ant ikorperr eakt i 
ver starkenden Subs tan z en , 

5. Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an Peroxydbi Idnern , Immuno t oxlnen oder 
spezifischen Cytostatika, die in Liposomen und/oder 
Erythrozyten enknpsuliort sind, welche an der 
Liposomoberf lache monoklonale oder praabsor bi er t e 
Heteroantikbrper gegen Tumoran t igen e (TSTA, TATA) 
tragen • 
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Die Erfindung betrifrt Arzneimittel zur Behandlung von 
Tumor erkrankungen. Zahlreiche For schungsarbeit en in 
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verschiedenen Landern beschaftigen sich mlt don Tiir die 
Tumor- und Metastasenverandcrung vcrantwort 1 ichen 
immunologischen Kontrol Imt-chani smen und haben berelts 
jetzt viol zum besseren Verstiindnis boigctragen. 
Danach kommt den Makrophagen eine zentral e Bedoutung 
bei der Erkennung und selektiven Abtbtung von Tumorzellen 
zu. Die uherwiegend sessilen Makrophagen_ gehbren zu 
den Phagozyten, also donjenigen Zellen, die Gewebe triitnmer, 
Fremdkbrper, Mikrobien und andere Zellcn aufnehmen und 
verdauen, die ambboid beweglichen Makrophagen zeichnen 
sich durch einen grofien spindel f brmigen Zellkern mlt 
zahlreichen Vakuolen aus . Es hat sich nun herausgestel 1 t , 
dafi in zwei kritischen Phasen der Tumorent stehung und 
-entwicklung, namlich in der kritischen Fruhphase der 
Erstetablierung von spontan oder induziert t ransf ormi er t en 
Einzelzellen und in der zweiten kritischen Phase der 
Metastasenbildung nach Dissipation und Ansicdlung der 
Primartumorzellen in Sekunda ror ganen die Aktivicrung der 
fiir die naturJiche Immunabwchr gl ei ch fa 1 1 s vcrantwort 1 i c hen 
NK-,NC- und K-Leukozyten nur uber aktivierte Makrophagen 
verlauft bzw. nur in deren Anwcsenheit f unkt ionlert . Nach 
einigen Unter suchungen sollen selbst bei der spezifischen 
Cytotoxicitat der T-Lymphozyt en Makrophagen beteiligt sein, 
dies fuhrt zu einer Erhbhung der Immunogenita t durch 
Umwandlung der Antigene zu sogenannten Superant Igenen . 
Vorbedingung fur die unspezlf ische Tumorizidi tat der 
Makrophagen, die genau zwischen t ransf ormi ert on und normalen 
Zellen in syn-, alio- und gar xenogenon Systemen unter- 
scheiden kbnnen und koine Resistenz, die sonst regelmafiig 
bei Cystostatika und Bestrahlung beobachtet wird , auslbsen. 
ist deren Aktivierung; nicht nktiviorte Makrophagen sind 
ineffektiv. Nach spezi f i scher oder unspezi fi scher Stimulic.u- 
werden Makrophagen seloktiv tumorizid. Diese Eigenschaft 
1st so ausgepragt. daft bisher noch keine Tumorze 1 1 s uhpopu - 
lationen boobnchtol wor.len sind, die den akt i v i r « en 
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Makrophagen gegeniiber Resistenz entwickeln wiirden, im 
Gegensatz zu der regelmaftig beobachteten Resistenz einiger 
weniger Tumorzellclones gegeniiber alien Cytostatika 
und Destrahlung. Dieser Umstand ist deshalb von 
besonderer Bedeutung, da man heute weifi, daft jeder 
Tumor aus elnor groften Anzahl von Subpopulat ionen 
besteht , die sich im Phanotyp, Karyotyp , Rezeptoran- 
wesenheit , Immunogeni t a t ^ Ant i gens truktur , Metastasen- 
neigung und Anspr echbarkei t auT Cytostatika und 
Bestrahlung unt er scheiden . Durch die Resistenz der 
Subpopulat ionen kbnnen Tumore spater zu Rezidiven 
fiihren. Durch die selektive Abtbtung der nicht 
resistenten Tumorzellcones gewinnen die resistenten 
Tumorzellen sogar einen Sel ekt ionsvor t ei 1 . Dies wird 
besonders plausibel, wenn man die Erkenntnisse amer ikani scher 
Forscher ins Auge Tafit , wonach Subpopul at ionen innerhalb 
des Primartumors eine grofte phano t ypi ache Diversitat 
entwickeln, sobald sie aus dem Tumor zusammenhang , wie 
z.B. bel Versuchen in Form der Monokl on i er ung mit 
anschl i e lender . Kol on i eb i 1 dung , befreit werden. Die Zellen 
unterliegen danach im Tumorgewebe einer gegense i t igen 
Kontrolle, Wie Forschungen in Israel Testgestellt haben, 
kontrolliert der Primartumor auch die Metastasen, die nach 
EntTernung des Primartumors " expl od i er en *' kbnnen. Auch 
im Tierversuch zeigt sich, da(> eine niedrige Zahl von 
Tumorzellen zwar zu kleinerem Tumor f iihrt , die Me ta s t a s i erung 
jedoch nusgepragter sein kann . Da die Aktivierung von 
NK-Zel]en, die in erster Linie Tiir die Verhinderung des 
Angohons von den orsten t ran s formi er t on Zellen und spater 
von don dissominierten Tumorzellen in den Pramikrometa- 
s la sen v e rant wort 1 i ch gemac>it we r* den, iiber die Makr o phage n- 
aktiviorung verlauTt, ergibt sich daraus die zentrale 
Rolle der Makrophagen bei der nekampTung von Tumorzellen. 
Es ist auch beroits bokannt, dafi die Makr opha gcnakt ivi erung 
eino direkte Funktion der J mmun s t imul a t or zugangl ichke i t 
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Ist, wie am noispiel der immunpotenzlerendcn synthet i sc hen 
Polyanionen oder am BeispieJ von bakterielJcn 
Lipopol ysachariden gezoigt werden konnte. 

Dor vorliogenden Erflndung ]iegt daher die Aufgabe 
zugrunde, die Zugangl i chkei t von Immuns t imu 1 jrt i en 
Oder Cytotoxika zu verbesscrn. Zur Losung dleser Aufgabe 
werden Arzneimittel vorgeschlagen , die dadurch gekennzeichn, 
sind, dafi sie einen Gehalt an in Llposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsulierten Immunstimulantien oder 
Cytotoxika aufweisen, wobel die Tranport-Liposomen bzw. 
-Erythrozyten im Falle der Cytotoxika an der Oberflache 
mit assoziierten oder kovalent gebundenen tumorspezi- 
fischen Immunglobul inen beladen sein mussen. Die 
Liposomen sind diskrete Zellpartikel , die im wesentlichen 
aus Phopholipiden bestehen und in mul t i 1 ame 1 1 ar er Form 
vorliegen. Die Liposomen werden in erster Linie durch 
Makrophagen phagozytiert bei der sogenannten "clearance" 
der Liposomen aus der Dlutbahn. Nach der Phagocytose 
werden die in den Liposomen enthaltenen Verbindungen 
liber Phagolysosomen in das Cytoplasma internasiliert . 
Wie man bereits von Un t er suchungen mit Liposom- enkapsul i er t< 
Muramyl-Dipeptiden oder MAF ( makrpphagen-aktivi er ender 
Faktor her welfi, uben diese immuns t imul i er enden Substanzen 
schon in einer Konzent ra t ion , die nur l/5oo bis 1/20. OOO 
der Dosierung der glei<hcn Substanz im liposomfreien 
System betragt , auf die Makrophagen eine starke 
stimulierendc Wirkung aus. Die Liposomen lassen .^ich nach 
dem in Cancer Research 39, 883 pp 1979 boschriebenen 
Verfahren mit verschiedenen Verbindungen beladen, wobei 
im vorliegenden Fall Immunstimulantien oder Cytotoxika 
angesetzt werden. Anstelle der Liposomen konnen auch autoloS 
homologe heterologe, g-gebenenfal Is vorbohande 1 t e 
Erythrozyten, gut phagocyt ierbare , inaktivierte Bakterien- 
st«mme oder auch homo- oder heterologe Makrophagen, di« \ 
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zuvor In-vitro die Immunst imulator-enthaltenden Erythrozyten 
internalisiert hatten, eingesetzt werden. Auf diese Weise 
lessen sich die Immunst inula tor en in hoher Konzen t ra t ion 
and gezielt an die Zielzellen und die kbrper e i genen 
Makrophagcn weitergeben. 

1 . Als tumorspezif ischc 1 mmun s t i mu 1 an t i en eij^nen sich 
erf indungsgemaft : 

1.1. Membranf ragment e und/oder Membranext rakt e von 

Me ta st a senze 1 1 en 

1.2. Membranf ragmente und/oder Membranext rakt e 

von in ihrer Ober f lachenstruktur gezielt 
veranderten Primartumor- und Me t a s t a senze 1 1 en 
wobei die Aus gangs tumor ze 1 1 en mit heterophilen 
Antikorpern voropsoni s i er t sein kbnnen. 

Die gezielte Membran- ( Ze 1 1 ober f 1 achen- ) 
Veranderung kann durch nachfolgende Behand lun jc s - 
art en verwirklicht werden; 
1.2.1. Behandlung der Tumorzellen mit Lektinen und 

Protektinen 

1.2.1.1. mit concanavalin A (Con A), welches spezifisch 

<iiecJL-D-Gl uco.se und ^s-D-Manno se - Sacchar idengruppen 
an der Zel 1 obor f 1 ache bindet 

1.2.1.2. mit VGA (Agglutinin aus Weizenke iml ingen ) , welches 

fiir die endstandigen N- Ac ety 1 - D-Glucosamingruppen 
spezifisch ist 

1.2.3.3. mit SDA (Agglutinin aus Sojabohnen), das mit den 

N-Acetyl-D-Qilactosamin-Endgruppen spezifisch 

r eagi c r t 

1.2,1,'4. mit dem Agglutinin aus Ricinus communis, welches 

spezifisch die D-Galactoso- und L-Arabinose- 
Fndgruppen bindet. 
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Weitere Interessante Pfl anzcnaKK^ ut inine slnd 
noch Extraktc aus Lotus t e t rngono 1 obu s , 
Phaseolus limcnsis, Do3 ichos biflorus, 
Limabohnen ( PHA ) Phytolacca americana , 
Laburnum alpinum, Vicia cracca, Sophora 
japonica, solanum tuberosum, Sarnbucus nigra, 
Marasmius oreades u.a. 



Auch protoolytisch t e i 1 ge spa 1 t ene Lektine, 
die ihre Spezifilat beibehalten haben, sind 
interessant, weil sio die Kont akt inh ibi t ion 
restaurieren und die Oberflache von Tumorzellen 
immunogener gestalten konnen . Sehr interessante 
Gruppe stellen auch die Protektine dar. Zu 
diesen tierischen Agglutininen gchoren Extrakte 
aus Helix pomatia, Helix hortensis, Otala 
lactea, Salmo salar, Salmo irideus. etc. 

1-2.2. Behandlung der Tumorzellen ( Primar tumor- und 

Metastasenzell en ) durch Enzyme, die die Ober- 
ri achengruppen abspalten 

1-2.2.1. mit RDE (-"receptor destroying enzyme", 

Neuraminidase, sialidase): Abspaltung der 
enfetandigen Neuraminsaure-Einhei t en 

1.2.2.2. mit spez. Glycosidasen und ft-Glyco si da s en ) : 

Abspaltung endstandiger Sacchar ideinhei t en 

1.2.2.3. mit spez. Glycosaminidasen ( Muc opoly sac char idas en 

Abspaltung endstandiger Glycosamine bzw. Ober- 

rj a Chen muc opoly saccharide 
1.2.2.^. mit protcolyt i schen Env-.ymen (pronase. Papain u- 

Trypsin): Abspaltung von Mucopro t ei den u. 

Lipoprot eiden der Ze 1 3 ober f 1 a ch e 
1-2. 2. 5. evtl.leichtc Dchandlung mit El a s t ( in ) a s e , 

Col 1 agoTjnso , Phosphatase u. RNasc. 
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1^2.3- Behandlung der Tumorzellen mit Perjodat 

1^2. Vorsichtige Vorbehandlung der Lyoph i 1 i s i er t en 

Tumorzellen durch 3 ipoide Losungsmitt el 
2 2,5* Behandlung der Tumorzellen mit lodoacetat 

Oder lodoacetamid oder N- Athy 1 ma 1 e i mi d , 

die alle mit den Sul f hy drygruppen reagieren 
^2.6. Behandlung der Tumorzellen mit Din i t r opheny 1 - 

aminocaproat oder TNBS ( 2 , ^ , 6-Tr ini trobenzyl - 

sulfonsaure) 

1^2.7. Behandlung der Tumorzellen mit (DNCB) 

(Dinitrochlorbenzol ) oder DNBB (Dinitro- 
brombenzol ) 

1^2.8. Behandlung der Tumorzellen mit Formaldehyd- 

Lbsung oder Guanidin/Harnst of f • 
Die milde Behandlung der Tumorzellen mit 
Formalin ist deshalb von besonderem Interesse, 
da, wie bei Dipht er i e-Toxoid , die immunol ogi sche 
Spezifitat nach der Behandlung der Zellen 
nicht vcrloren geht und man von einem 
weiteren Vorteil profitieren konnte, namlich 
der Tatsache, daf^ Antisieren gegen ein mit 
Formaldehyd behandeltes Protein Kreuzreakt ivitat 
mit anderen f or ma 1 d ehydbehande 1 t en Proteinen 
(Zellen) eingehen, se bst wenn zwischen den 
nativen Formen der Pr o t e inze 1 1 en keine 
Kreuzreaktivitat besteht- Die letzt genannt e 
Ei geiischaf t forma 1 inbehandel t er Zellproteine 
diirfte nur ein SonderfalJ einer a 1 1 geme iner en 
Beohachtung sein, wonach denaturierte Proteine ^ 
sehr oft immuno 1 og i sche Kreuzreaktivitat auf- 
weisen. Dicse Eigenschaft f orma 1 i nbehande 1 t e r 
Tumorzell -Oberf lachenprot eine konnte eine 
wichtigo Rol]e bei der angestrebten Durch- 
brechung der " sma 1 1 - d o s e - Par a 1 y s e gegenuber 
Tumor-, spezdell Me t a s ta s enzel 1 en spielen. 
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1.2.9. Behandlung der Tumorzellen mil Glutard a al dehyd 

1.2. 10. DehandJung der Tumorzellen mit Pi c ry 1 ch J or i d 
1.2.1J, Behandlung d<rr Tumorzellen mit einigen Farbstoffen 

die mit Protoinen (der Zel 1 ober flache ) stabile 
Verbindungen eingehen, zum Deispiel: 
Coomassie R-25o; Amjdoschwarz loD; Nigrosin; 
Dibromotrisulf oriuorescein ; Procion Brilliant 
Blue RS; Fast Green (F.C.F., Food Green 3); 
Xylene Brilliant Cyanine G (Coomassie Brilliant 
Blue G 250) Red W und FDNB 
1.2.12. Kovalente Bindung von Proteinen (flags") und 

kontrolliert synthet isiert en Polypeptiden an 
Primartumor- und bevorzugt an Met asta senzell - 

oberf lachenstrukturen zwecks I mmunogeni ta t s - 
s t e i gerung . 

Synthetische Polypeptide kbnnen linear oder 
verzweigt sein, z.B. in Form eines Haupt strange s 
mit Seit enketten . Sie konnen aus einer einzigen 
Aminosaureart aufgebaut sein, z.B. al s 
Poly-d , 1 -Alanin oder Polytyrosin oder auch 
aus 2 Oder 3 ver sch i edenen Aminosauren kombiniert. 
Werden diese Ketten als Haptene an Antigene 
angehangt , so konnen sie die Immungenitat des 
Trager-Ant igens gunstig oder ungiinstig 
beeinf lussen. Pol y-d , 1 - Al anin als Hapten setzt 
die Immunogeni tat des Tragers herab. Polytyrosin- 
ketten steigern die Immunogeni tat des Trager- 
antigcns und konnen sogar Gelatine immunogen 
machen. Im allgomeinen stcigcrt Ve r s c h i e d enh e i t 
der Aminosauren eines synthet i schcn Antigens 
seine Immunogen i t a t . Wesentliche Anf or derungen 
an ein solches An t i genmo 1 ekii 1 sind eine stabile 
Grundstruktur , eine nicht zu hohe elektrische ^ 
Ladung und Position der immunogen wichtigen 
Tyrosine an den exponierten Stellen der Seitenkettc 
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Die kovrJente Dindung von immunogeni t a t s- 
steigernden Protelnen an die Tumorzell- 
oberflache kann mit Hilfe der speziell 
in der Aff initat schromatographie vielfach 
erprobten Techniken wie EDAC , BrCN , 
N-Hydroxysuccinimid-Ester und BDB (Bis-diazo- 

benzidin) erfolgenl 

Eine weitere Mbglichkeit besteht in der 
Kopplung liber hexaazot iertes Pararo sani 1 in . 
1 . 2 . 1 3 . Dielmmunogenitat kbnnte gesteigert und die 

"low- zone"/" 1 ow- zone "/'* smal 1 -dose'* Toleranz 
durchbrochen werden, wenn Pr imartumor- und 
vorzugsweise Me ta s tasenzel 1 en mit My e 1 omze 1 1 en 
hybridisiert und Z e 1 Imombranf r agment e und 
-extrakte so gebildeter Hybridome als Liposom- 
Enkapsul at e in j izi ert werden- 

Man weifi von den Versuchen mit den (nicht- 
enkapsul i ert en ) Int er spezi e s -Hybr i domze 1 1 en her, 
daf^ diese Hybridome nach der Inokulierung 
zum Unterschied zu den ur spriingl ichen Tumor- 
zellen nicht angehen, weil sie wegen der homologen 
Oder heterologen Hi stokompat ibil i ta t sant igene 
an der Ze 1 1 ob <; r f 1 a ch e immuno logi sch abgestossen 
werden. Dies ist ein wichtiger Gesicht spunkt 
bei den Uberlegungen zur Durchbr echung der 
oben erwahn t en " 1 ow- zone "/"small -dose" -To 1 eranz , 
also der Paralyse des I mmunappara t e s in 2 kritisch 
Abschnitton dor Tumor en t wick 1 ung , in dor Friihpbase 
dor Etabliorung crster t r an s f ormi e r t er Zellen 
und in dor 2. aufierst kritischen Phase der 
Etabliorung d i ssomi ni er t or Me t as t a senze 1 1 en 
in Kolonicn ( Pr am i kromet a st a s en ) , wodurch ein 
kurablor Primartumor zum inkurablen Metastasen- 
begleiteten Tumor wird . Die Tatsache, daft disse- 
minierte Tumorzellen als gut zugangliche Einzelze- 

- 1 o 
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und Mikroaggregat e In der DJutbahn dcr 
immunologischen SurveilJance entgehen konnen , 

sich kaum anders als durch die erwahnte 
"low-2one*V*'smal 1 -dose"-Para3 yse deuten* 
Ausschl aggebend durfte hierbei das ".shedding"' 
der(Tumor (neo) nntigene) (TATA,TSTA) in die 
Blutbahn sein , d,h. das per s i s t i er ende , gXeich- 
mafiige Ausschciden von geringen Mengen (schwacher) 
Immunogene, der labilen und speziel] in Form von i 
Immunkompl exen leicht von dcr Tumprzcl Imembr an j 
ablbsbaren Tumorant igene . 

Der erf indungsgemafie Vorschlag, durch gezielte 
Veranderung der Tumorzel loberf lache , sei es durch 
kont rol licrte enzymat i sche oder chemische Behandlung 
bzw. kovalcnte Kopplung von immunogeni tat ss t cigernde! 
Proteinen und synthet ischen Polypept i den , sei es 
durch Hybridisierung ( In t er spezi es -Ze 1 3 hybr id e ) , - 
die Kr euzreak t i vi ta t zu erhohen und durch diese ! 
Xenogeni sat ion " sc h J a f end e " , inaktive Clones der 
kleinen Lymphozyt en( ''memory cells") zur Pro 1 i f era t i oi 
und zellvermittol ter Zy to toxizita t anzuregen , crhalt 
Starke Impulse in neuesten Erkenntni s sen der 
Immungenetik , wonach, wie am Modell des 3-LL-Tumors 
gezeigt, inokulierte Tumorzellen nur in jenen 
Mausestammen zur Metastasi erung befahigt waren , 
die einen identischen H-2 -Haplotyp aufwiesen. 
So geringe Unterschiede wie bei spiel sweise 
Differenzen im 11-2^, h-2^, 11-2^ oder H- 2 ^ -Hap 1 o t yp 
des MHC der Mausest^mme reichtcn aus , urn das 
Angehen der Motastasen zu verhindern. 

Als unspeziTi sche Immuns t i mu 1 an t i en eignen sich j 
erTiridungsgemafi Liposom- und Ery throzy t en - En- | 
kapsulatovon: 

Interferon (z.H. Recombinant Interferon A, \ 
gcnereJl: f ibroepi thell es Icukozitares und | 
immuninduzicrtes , d.h, durch Antigen- und/oder 
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Mitogen-Kontak t induziertes Interferon) 
2.2. Interferon-Inducers 

2.2.I. Polyribonucleotide ( s tab i 1 i s ier t mit CM-Zellulose 

und Polylysin) 

2-2.1.1 . Eina trangbomopolym*?! e poly r*I . 

2.2.1 . 2 . Doppe 1 s t ran (?bom<>po l.yme re .poly r I : rC 

poly r A : rU 

2 . 2 . I . 3 . Al ternierende Copolymere: poly rI:rC/poly rA:rU 

2.2.1. ^ Homopolymere-Copolymere : poly ritpoly rC : rG 

2.2. 2. Polydesoxyribonuc leot ide ( stab i 1 i s ier t m. 

CN-Zellulose und Polylsin) 

2.2.2-1 Homopolymere poly dA : dT 

2.2.2.2 Polydesoxyribonucleot id-Analoge ..... poly sIrsC 

(Tbiopbospba t an Stelle 
von Phospbat . 

2.2.3. Polyribonuc If ot id- Aggregate poIy - rC/DEAE- 

Dextran 

poly r I : rC/po ly-L- 

Lysin 

(Die Dindung an poly 
L-Lysin erbbbt die 
Stabilitat ) 

2.2.^. Niedermolekulare Interferon- Inducer 3 

Tilorone ( Dis-dia tbylamino-athylf luorenon ) , 

ka t ioni sche Farbs t of f e wie Acridin und Quinacrin, 

Propan-diamin , Mercaptoalkylamine » BL-2o8o3, 

MA- 56 , AET , U-25/166 , PMA ( =Phorbol-Myr is ta t - Acetat ) , 

C ime t id ine . 

2.2.5. Andere Immuno s t imu I a t o r e n , die z.T. uber Interferon- 

Induktion der Immunabwebr steigern, sind 

2.2.5.1 Bakterien und ihre Extrakte ( Lipopo 1 y sac cha r i de , 

Lipid A, Endotoxine, Toxoide) 

BCG , Brucella abortus. Brucella melitensis, 

Co rynebac t er lum parvum, Haemopbilus influenzae, 

« 

Klebsiell*! aerogenes. Listeria monocytogenes u.a. 
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l.ektine und Pronektinc, z.T. pro t eo 1. y t i ac h 
vor-gcspalten Concanavnlin A, WGA , SUA, PHA , P.\A . 
rhytohamagglutininc (Loktine) aus Phasoolus 
iimonsis, Lotus t e t ra.i^ono 1 obus , Dolichos 
bifJorus, Phytolacca americana otc. sowin 
Protaktino aus Helix hortensis, Holix poma t i a , 
Otala lactoa, Salmo salar, Salmo iridous etc. 



Von besonderem Vorteil sind Kombinationen 
von 2.2.3.1. und 2.2.3.2. z.B. von BCG und 
Con A sowie von 2.2.3.2. und Neuraminidasc- 
vorbehandelten 2.2.3.1. z.D. PNA (=peanut 
agglutinin) und Neuramlnidasevorbehandel t en 
DCG. Der Effekt kann durch gl eichze i t ige 
Injizierung von unver.inderten oder In ihrer Ober- 
f lachenstruktur gezielt veranderten ( Prlmartumor- 
oder Metastascn-) Zellon noch verstarkt werden. 
Interessant sind auch basische Polymere {Polylsin 
Protaminsulfat ) . An Stelle von DCG kann der 
Methanol-Extrakt aus BCG (MER) oder die gereinigt 
aktive Substanz aus BCG (MDP, Muramy I - Di pept id ) 
vervrendet werden. 

Planzenextrakte Lentinan und Pachymaran bzw. 
Carboxymethyl -Pachymaran 

KLH (Keyhole-limpet-hemocyanin, Leatil. 
Levamisol, Zymosan, TNP-KLH ( Trini t ropheny 1 - 
Keyhole-limpet-hemocyanin) 

Statolon, Pyran-copolymero (Maleinsaure- 

Divinylather-Copolymcre) , COAM (n.Claos), 
Levan, Triton WR I339 

Thymus-Hormon ( Thymus -Ex t rakt ) 
13-cis-Retinoid , wasserlosllche Selen- 
Verbindungen (z.B. Na-Selenit) und li-Salze 



':' 3218121 

2.2. 5.8, Oxazolone (ein T-Z e 1 1 - S t imu la t o r ) 

2,2. 5*9. Ca^CPO^)^, BeSO^, Vi t . A/Bentoni t 

2.2-5.10. Hiu I u. II, Wax C, US- behande 1 t e Bakterien 

3* Zur dir-ekten oder indirekten Un t e r s t ii t zung der 

aktiven Phagoxytose empfiehlt sich erf indung sgemaf^ 
die Liposom-Enkapsul ierung von: 
3 • 1 • Pi-ostagland in-Inhibitoren ( Indome t haxin , Aspirin) 

3*2, Inhibitoren der Enzyme Super oxi d - Di smut a s e und 

Kat a 1 a se • 

Eine ahnliche Wirkung konnte der lokale Entzug 
von Ascorbinsaure , Glutathion und Vitamin E 
als El ektronen-Akzep tor en haben. 

VorteilhaTt ist die Enkapsul ierung von Peroxydase, 

ureiterhin von Peroxid { Per sul Tat =Per sul Ta t = 

Peroxodisulf at , Hypohal id ) , allein oder mit 

Halid kombiniert , sowie von Kata lase-Inhibi t or 

Amino triazo 1 , mit dem Ziele, den vom Makrophagen 

ausgehenden tumorizidcn EfTekt iiber H zu 

unt er stiit zen bzw. zu starken, Interessant in dieser 

Beziehung sind neueste Fo r schungser gebn i s s e , nach 

denen das H^O^ reduzierende und hiermit inakt i v i er ende 

Glutathion die Tumorzelle vor Zellyse durch den 

Makrophagen schiitzt und durch Unterbindung der 

Glutathionnachbildung mi 1 1 e Is BCNU- vermi 1 1 e 1 1 er 

spezifischer Hemmung des beteiligten Enzyms 

Glutathi on — Reduktase dieser protektive Eff*ekt 

riickgangig gemacht werden kann . 

3-3- Dibutyry 1-CAMP , lonophor A 23 18? und Mitogene 

(allgemein), die iiber die Regulierung des 

2 + 

int razcl lularen Ca"" die Lymphozy t enpr o 1 i fe r a t ion 
stimulieren. 

Da die Mitogen-st imul ierte Lymphozy t en t rans - 
formation, die die eigentliche Mob i 1 i s i e rung der 
kleinen Lymphozyten ("memory cells") einleitet, 
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nur in Anwosenhcit von ( e x t ra/.f^ 1 I u I aro n ) Ca ^ *" - I otmmi 
erfolgen kann und die Mitogeno de Ca^^'-Influx in <1 i 
Lymphozyten induzieren , und da diest-r Ca^^-Influx 
durch Dibutyryl-cGMP b e sc hi eun i (z; t (und durch 
Dibutyryl-cAMP inhibierf ) wird, ist oino Lxposnm- 
Enkapsulierung von D i bu t y ry I - c GMI' al.s oino dor 
Moglichkei t en zur Anrogung <ier Lymphozyten zur 
Proliferation in Detracht zu zichen, Eine wcitoro 
Mbglichkeit ergibt sich durch die Enka p h u 1 i e r u ng von 
lonophor A 2318?, welches die Lymphozy t en - 
pro 1 if era t ion f order t • 

Da nach den modernen Theorien die Phagozy tose , Exot yzosc 
und die Lysosom-Phagosom-Fusion durch die in traze 1 1 ular e 
Ca -Konzentrat ion Uberwacht werden , indera die 
membranvermit telten Signale uber Ca"*"^ - In f 1 ux bzw. 
Mobilisierung i n t raze I 1 u lar er Ca^^-Depots den 



basalen Ca -Spiegel kurzdeitig von lo"^M auf 
lo -lo M anheben und hiordurch das Funkt ionieren 
des intrazel lalaren Ac t In/Myoain-Mochnnismus im 
Mikrofi lament- und Mikrotubulus-System (Cy toske 1 eton ) 
ermoglichen, kann ein Transport von Cn^^-Ionen 
tz.D. als CaCl^, in Liposomen enkapsu 1 i ert ) 
durch die Zellmembran unter Umgehung der Membran- 
ionenaperre zur Makrophagenstimulierung f uhren , wobei 
durch die Wahl- einer giinstigen Ca^^-Depotf orm der 
Effekt protrahiert werden kann. Die Wirkung 
des oben erwahnten lonophors A23187 diirfte auf die 
Mobilisierung des in t raze 1 1 u la ren Ca * - Depo t 3 
zuruckgehen; int er e s san t ervro i se konnen bereits 
extrem niedrige Konzen t ra t ionen des erwahnten 
lonophors (lo'^) die Zelle (z.B. den Mnkrophagen) 
weitgehend unabh.ingig von ext razel lularen Ca"^"^ und 
Mg machen. 

Da Substanzen mit Affinitat fur hydrophobe Regionen 
der Makrophagenmembran dieselbe permeabler fur 
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( zwe i we r t ige ) lonen machon, kann es von Voiteil sein, 
die Liposom-Oberf lachc mit Proteinon, reich an nicht- 
polaren Soitcnketten od<*r solchon, die durch spezielle 
Formen der Dena t ur i o r ung stark hydrophoben Charakter 
e rha 1 t en haben , zu boladen. 



Da bei Tumo r^g r o s s i on niedri^^e und boi Tumo r r egr e s s io n 
hohe CA>fP-Spiegel gefunden warden und da man eine 
CAMP-CGMP-Regul ierung der Z e 1 1 pr o 1 i f e ra t ion annimmt , 
kann eine lokale ( in t r aze 1 i ular e ) S t imul ierung der 



Ak t iva tor ) . 

Erf induiigsgemaf^e S t irau lie rung der Liposom-Phagozy t ose 
( »'Liposom-C Lea ranee" ) bzw. der , Liposom-Membran -F us ion 
durch : 

Polyathylenglybol (PAG=PEG) 

PEG veratarkt die Ag/ Ak ( An t i gen/An t ikbrp e r ) - 
Reaktion. Dieser Umstand ist insbesondere deshalb 
interessant, da das PEG (in einer rel. hohcn Konz en t r a t i on 
von '40%) boi der Zellfusion ( Ze llhyb r id i erung ) nach Kbhler 
und Mil stein eingesetzt wird. 

Mit PEG kombinierte Liposomen kbnnen zu einer e r 1 e ic h t e r t en 
Phagozytoso und hiermit In t or nal isierung des Liposomen- 
geh<-\lts in phagozy t i er enden Zellen AnlaB geben- Die 
optimale Konz en t ra t i o n und Po lymer isa t ionsgrad (Molgewicht) 




Adenylcyclase einen t umorhemmenden ETfekt haben, daher 
Liposom-Enkapsulierung von Theophyllin, Caffein, 
Ca t echol amine n (incl .Epinephrin,Norepinephrin und 
Isoproterenol) und anderen c AMP-S t imul a tor en (die 
er s t genann t en zwei Me t hy 1 xa n t h in e erhbhen den cAMP- 
Spiegel liber die Pho s phod i o s t e ra s e -Hemmung , d i e Ca t e c ho 1 ami ne 
dagegen iiber die Adenyl -Cyc 1 ase-St imul ierung , oder direkte 
cAMP-EnkapsuI ierung . 

Liposom-Enkapsulierung von Thioglykol lat ( Makr o pha ge n - 
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des PEG miif^ten empirisch he raus go fuTulon warden 
(Orient ieruni!;swer*t : 't?o-it?;c PEG-Losung, MG 6000) . 
Eine ^k%-±^e PEG-Losung b e sc h 1. o u n i g t wf>,Hontlich 
die Ag/Ak-Rcak t i on un<1 verkurzt die b<notigte 
Inkuba t ionsdaucr. 

Eine 12,5;iige PEG-Losung prci 2: i p i t i e r t selektiv 
die an Antikbrper gebundonen ku ry:ke 1 1 igon Protelno 
und Peptide bei homogcncr ( *' so 1 ub I e - phn s e " ) R I A . 

^•2 Polyvinylpyrrolidon 

^4 • 3 • Polyvinylalkohol 

Polyvinylacetat 

^•5» Hydroxya thyl Starke 

Dextran, Dex t ran su I fa t , Polysucrose, 
Dext ran (poly) phosphat ind Ph ta 1 snu re-Ester 
Dextran (z.B. als '4?iige Lbsung) und Poly- 
sucrose (z.D* als L't%-jge Lbsung) erhbhen die 
Rose 1 1 enbi Idung (BinduTig von SRBC and T-Lympho- 
zyten); es werden auch bei minimalcr SRE^C - Be I adung 
( Opsoni si erung ) mit Immungl obu 1 inen Rosetten 
gebildet und die Empr» ind 1 ichke i t gesteigert, 
Von der hama t o 1 ogisch- immunologi schen Arbeit 
her kennt man die gute Vert ragl ichkei t der unter 
3-6, aufgerUhrten Substanzen. 

Bekanntlich wird Dextran zur Leukozyt ens ed imen t i e rung 
und als Blutexpander verwendet. 

Pht al.saur e-Es t er we r don zur Gradi ent enzen t r i f uga t ion 
der Zellen verwendet. 
^'7' Geringer Zusatz (bei lokaler Anwendung) von 

Ammonsu 1 fa t 

Ammonsulfat erleichert den Ag/Ak -K on t ak t 
• 8 • Cholesterol 

Das freie und das (an der C ^ - ilyd roxy 1 gr u ppe ) 
veresterte Cholesterol kbnnen einen wichtigen 
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Einflufi auf die Inkorporat ion von Liposomen 
ausiiben. Es sollte in Mu 1 1 i lame 1 larvesikeln 
integriert werden ( Choi es terol -ha 1 t ige Liposom- 
vesikeln). Interessant ware seine Wirkung auf 
Fusion und Phagozytose unt erschi edl ich aufge- 
bauter Liposome in Anwesenheit auch von PEG 
Oder DMSO/Glycerin/Glycerin-monooleat. 
Die Komplement-Bindung bei der Cytolyse durch 
T-Lymphozyten erfolgt nur , werin der Membrangehalt 
an freiem Cholesterol 35 Molprozente uberschreitet , 
wahrend die Ant ikbrper- Bindung unabhangig vom 
Choi esterolgehal t der Zemmmembran erfolgt. 

Auch AET erhoht die Empfindlichkeit der 
Ag/Ak-Reaktion und kann mit Liposomen kombiniert, 
die Phagozytose und Internalisierung des 
Liposom-enkapsul ierten Materials beschl eunigen . 
Geringer Zusatz von Ag/Ak-Kon t akt erhbhenden 
SuVjstanznn. 

Aus der Immunchemie stammt die Erfahrung. daf^ die 
Ag/Ak-Reaktion (Prazipitat-Linie , Halo-Linie durch 
Formaldehyd (lo%ige Lbsung), Tannin (l?6-ige Lbsung), 
fi-Naphtoquinon-'l-sulfonnt u. Ninhydrin (je l%ig) 
intensiviert wird . 

Geringer Zusatz von Ze 1 1 membranpermeabi 1 i ta t steigenden 
Substanzen DMSO und Glycerin erhbhen die Zellmem- 
branpermoabil itiit . Beido sind gute kryoprot ekt i ve 
""'i^^^l- Eigene 
kryobiol ogi sche Unt cr sue hungon haben gezeigt, daO, 
nuch lias olion b«;sprorhone PEG nu sgeze i chne t e 
kryopr<.t«;kt i ve E i gen si: ho f t «>n besitzt. 
Geringer ZuHntrt von somipolaren Verbindungen 
(Acetijmid, Foimnmid). 

Wegen des halbpolaren Charakters, der zwischen 
lipophobcn und ISpophilen Bereichen vermitteln kann. 
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sin<1. Acetamid und Fo tmam i.<l im Zusammr!nhan,tJ!; 
mit der Li po 30m- For schunx von Intercssso. 
Geringor Zunatz von ( a ) ka t i on i 3 c h en ( b ) 
aninni?^chen und (c) n ic h t ion i sc h on Tonsidnn. 
Spur en von Ton.si<Jon ( obo r f 1 a c h o nak t L v o n 
Substanzen) sind wegen ihrer starkcn Bee in f 1 us-sunw; 
der- Zellmembran und ihrer Rigiditat von zentralem 
Interesse bei dem Studium der Liposom- Zellmombran- 
Interaktion. 

Besonders intersssant sind dabei Vcrbi ndungen , 
bei denen baaische Gruppen mit Langen a 1 ipha t i sc hen 
Ketten (mit 12 oder mehr C-Atomen) kombiniert sind, 
da immunologische Unt er suchungen gezeigt haben, 
daf^ Verbindungen diesen Typs wie quateinare 
Ammoniumverbindungen , subs t i t uier t c Guanidine und 
Benzamidine einc klcTire adjuvante Wirkung aufwcison. 
Dieser Ad juvanso f f ek t wird mit der Fcihigkcit in 
Zusammenhang gehracht , Zel Imembranen aktiv zu 
beeinf lussen • Tat.sachlich weiB man von vielen 
Adjuvantien, dafi sie in der Lage sind, Lysosomen 
in amoboiden Makrophagen auTzuloscn wie von 
Saponin, Vitamin A, Endotoxin. 
Beispiele kationischer ober f 1 ac henak t i ve r 
Substanzen sind Benzy l<i ime thy 1 - a 1 ky L ammon i um- 
chlorid (Hyamine 3 5oo , Benza Ikon i umc h 1 o r id ) ; 
Benzyldiisobbutylphenoxyathoxydime thy 1 - 
Ammoniumchlor id ( Benzethoniumchlor id , Hyamine 
1622, Phemer ol ) ; Ce t y 1 1 r ime t hy 1 ammo n i umhr omi d 
(CTAB, Hexad ecy I - tr ime thy lammoni umhr omi d ) ; 

Benzyl -N, iV-d ime thy 1 -N- ( 'l- 1 ,1,3, 3 - t e t r ame thy 1 bu t y L ) 
pSenox^iS thyl ) - ammo ni umc h Lorid; N-Benzyl-N.N- 
diraethyl-N- ( ^- ( 1 ,1,3, 3- tet rame thylbutyl )- 
tolyloxya thoxya thyl ) - ammon iumchloi* id 
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Hoi spiel e iin ionise her ob e r f Lac honak t ive r 
Substanzen sind But an- I - sul f onsaure-Na-Sa 1 z ; 
Dodecan-l-sulfonsaure-Na-Salz; Hexadecan-1- 
sulf onsaure-Na-Salz ; Ottadecan-l-sulfonsaure- 
Na-Salz ; Tet radecan- 1 - sul f onsaure-Na-Sa 1 z ; 
Schwef elsauredecy lester-Na-Salz ; Schwef el- 
saureoctylester-Na-Salz; Schwef e Isaureoctade- 
cyles t er-Na- Sa 1 z 

Beispiele teil- oder nich t ioni scher oberflachen- 
aktiver Substanzen : Nony 1 phenol po lya thy 1 eng 1 yc o 1 - 
at her; Tet rap ropylenbenzolsulfonsaure methyl ester; 
Oc tyl phenol polyii thy long lycol ather ; Polyathyl en- 
gl yc o Imono 1 aury la the r ; Polyathy lenglykolmonostearyl - 
ather; Po lya thy 1 engl yko 1 monos t earat . 

Besonders interessant ist beim Lipo som- S t ud i urn der 
kombinierte Zusatz von PEG und Po lya thy 1 engl yc o 1 - 
monolaur^ther (bzw, PEG und sein Monost earyla ther 
Oder PEG und sein Derivat Mono s t ea r a t ) , d.h. die 
Kombinierung der Liposom-Phospholipide mit PEG und 
den aus PEG abgeleiteten nich t ioni schen Tensiden. 
Tenside konnten mit Formamid und/oder Acetamid 
kombiniert werden. 

Liposom-Enkapsul icrung bzw* Phosphatid (Phospholipid) 
beimi s Chung zum Sys t em Mine r a 1 o 1 - Emul gi e r ungsmi 1 1 e 1 
Manni tol-Oleat odor Lanolin) im inkompletten oder 
kompletten (d.h« mit abgotbtoten Mykobak t o r i en 
vorsehonon) Freunds Adjuvans konnte den Adjuvans- 
o ff ek t wah rend dor Makrophagen s on s ib i 1 i s i e r ung 
orhohcn. Auch hier kbnnen PEG , AET , Ten s ide , speziell 
kationische und n i ch t ion i sc he in geringsten 
Dosierungen weitero Vorteile mit sich bringen. 
Von besonderom Interesse sind auch quaternare 
( Ammon ium ) base n , da sie schon allein als 

A(ijuvantien wirken kbnnen. 
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Liposom-Enkapsul ierun.<5 bzw. Ad.so rp t i o n an 
kolloidalo Suspension von A I urn i n i umh y tl r o x y d odor 
Aluminiumphosphn t odcr Bon t oni t /Men t mo r i 1 lonit 
in Kombination auch mit PEG, AET , Tonsidon, 
Minei alol/Emul .c;ator usw. sind cben.so von Vo r t o i I . 

Er findung.ssomafic Wo i t e t' o n t wi c k 1 u n^^ von mu 1 t i I a mo ! ! a 
Liposom-Vesikeln 

Dei der Wei t eren twicklung det* Liposomon 7:wocks 
Erhbhung der Interaktion Liponom- Ze 1 Imembran und 
Erleichterung der In t erna 1 i s i or ung des Liposom- 
inhaltes kommen auch Komb ina t ionen der obene rwahn t en 
Phosphoslyceride mit urciteren Verbindungcn in 
Betracht wie Phospha t t idy la thano lami n (Cephalin), 
Phosphatidyiinosi tol , Diphospha tidykgkycero I 
(Cardiolipin) ; Sphingosin ( 'i-Sphingos in ( 't- Spingenin ) , 
Dihydrosphingosin (Sphinganin) , Phy t o sph ingos in 
( ^t-Hydroxysphinganin) , . 8-Sph ingad i en , Sphingomyelin 
Cerebrosid ( Gl uccoc er ebrosid , Ga 1 ac t oc e r ebros id und 
sein Sulfatester, das Sulfatid, Di- , Tri und 
Tetrahexosid , saurem Glycosphingo 1 ipid (Gangliosid) 
u.a. Neben dem erwahnten LysoLecithin 
(Lysophosphatidylcholin) konnen noch andere 
Lysophosphoglyceride (z.B, Lysopho spha t idy 1 e thano I - 
amin oder Lysopho spha t idy 1 s e r in > so wi e synthetische 
Produkte, die LPA , d,h, die Lysophosphol ipid- Ana loga , 
wie 1 -Octadecyl-glycero-3-phosphocholin , 1-Octadecyl- 
2-methyl-glycero-3-phosphocholin , I -St earyl - 2-me thyl- 
glyc ero- 3-phosphoch(> I in , Hcxadecylphosphorylcholin 
und l-Dodecylpropandiol-3-phosphocholin bzw. die 
entsprechenden Derivate (Analoga) des Lysopho spha t - 
idylserins, des Lysopho spha t t idy la thano I ami ns und 
des Lysophosphat idylinositols eingesetzt werden. 
GegebenenCal Is konnen diese Verbindungen auch in 
Kombinn t ion mit Ga I I o n.saur en , { "Chy lomic ron" - E f Tok t " ) 
.sowln mit immob i 1 i z i or- 1 on Loktinon oclor* Protoktinon. 
. B - Corj A/Scpha rc> Mf* ) V o r* w n rut 'i n f'indon. 
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Tumorselekt ive Chcmo t he rapie durch Enkapsu 1 i e r ung 
von cytotoxischcn Suhstanzen in Liposonien und 
Ery throzy t nn , dio an der Oberflache mit tumor- 
spez i f i sc hen Tmmunjo; I obu 1 inen (in kovalentnr 
Bindung) beladen sind. 

Noben der Stimulierung der kb r per e igenen 
Immunabwehr durch bestimmte in Liposomen 
enkapsulierte Substanzen ergibt sich aber auch 
die Moglichkeit, die Liposomen zum Transport 
cytotoxischer Substanzen( an die Tumorzielzel 1 e ) , 
allein oder in Kombina t ion mit Immuns t imulant i en , 
einzusetzen, um eine selektive Abtbtung der 
transformicrten Zellen bei weitgehender Verschonung 
von gesunden Gewebezellen zu erzielen, wobei die 
Liposomen an der Oberflache mit t umor spez i f i schen 
Immunglobul inen beladen sein miissen. 
Durch Bindung starker Toxine wie Rizin, Abrin, 
Modeccin, Gelonin, Diph t er ie-Tox in etc an die 
F (ab) -Fragmente von Immurtg 1 obu 1 i nen ist es mbglich 
Chimaren, sog . *' Immuno toxine " zu syn the t i s i er en , die 
die Zielzellen, z.B. die Tumorzellen, '*au f zusuchen" 
und selektiv abtbten. Folgende dieser Immunotoxine 
hat man schon im Ti e r expe r imen t oder in der 
Gewebekultur erfolgreich getestet: 

Monoklonales IgM-Fragment gegen das Thy 1,2-Antigen, 
kombiniert mit Rizin A; monoklonale An t ikb rper frag- 
mente gegen c'in kolorektales Tumorant igen , kombiniert 
mit Rizin A; ant i id io t yp i sc he Antikbrper gegen 
Immunglobu 1 ine eines B-Ze 1 L -Lymphoms , kombiniert 
mit Rizin A; I gG ( F ) ab )^ -An t i ser um gegen L 121o 
Leukemieze 11 en , kombiniert mit Diph t er i e - A - F r a gme n t 
und F(ab) -Anti lymphozy t en-Globu 1 in , komb in i e r t 
mit Diph ter iotoxin A. Mit Abrin, konjugiert mit 
An t i -Thy r . 1 - F ( ab ) ^ , konnte Lymphom <ler AKR-Mause 
e* r f 1 g r e 1 c h goheilt werden. 
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Audi Vinblastin, Daunomycin. ADIt , Ac t i ru.my < i „ n. 
Methothrexat . J - (S-D- Arab Ino f ui ano.sy I c y t oa i „ u.a. 
wurden ala Liposom- Enka j) su la t e getestot un.l 
brachten Vorteile go.a:eruibor dor klassischon 
Verabreichungsform. 

Enkapsul ierung von Cy t o t ox i ka/Cy t o s t a t ika . 
ErfindungsgemaR konncn d i « bei " Immune t o x i n e n " 
aufgofiihrten Toxino sowie die bishor in Verbindung 
mit Liposomen nicht beschr iebenen Zytostatika der 
allgemeinen Klassen Alkylantien ( Busu L f an=My I e ran , 
Chlorambucil-Leukeran , Cyc lophosphafnid=Endoxan= 
Cytoxan, DBM=Myelobromal .HN2=Mustargen , Pheny lalanin- 
Mustard, ThioTEPA=TSPA ,TEM) , Antimetabolite 

(A2acytidin,Cytosin-arabinosid=Ara-C=Cytosar , 5-FU=5- 
Fluorouracil , 6-Mercaptopurin=6-MP=Purinetho 1 , 
TTG-Thioguanin) , Mi t oso - Inh ib i to ren ( Vi nc r i a t in - 1 fat) , 
Antibiotika (Mitomycin C, Bl eomyc in , VP- l6 ) 
sowie andore Zytostatika ( BCNU , CCNU , c i s-Pla t i num (II), 
Hydroxyurea, DTIC , Mi totan=o . p-Dr)D und S ta thmok i ne t ika 
(Colcemide.Anguidin) als Liposoin - und/oder Erythrozyten 
Enkapsulate eine tumor sclekt ive Chemotherapie mit 
minimalen Nebenwirkungen ermdgl Ichen . 
Kovalente Bindung der Liposome an HPD 
Daa HPD(=Haematoporphyrin-Derivat ) vrird laut 
neuester amerikan. Literatur selektiv an Tumorgev^cbe 
gebunden. Man kann daher die Liposomen (an Stelle 
der Ig) an HPD assoziieren bzvr. kovalent binden 
und als Transportmittel fur Zytostatika und Toxine 
anwendon . 

Kovalente Bindung der Liposome an Hormone 
(bei hormonabhangigen Tumoren) 

Bei hormonabhangigen Tumoren wie Prostata- und 
Mamma-Tumoren ist eine kovalente Bindung 
(Konjugierung) von Liposom- Vesikeln an synthetischc 
bzw. halbsynthetische Hormone mbgJich, da die 
Hormonreznptoren die Orga n s c 1 ck t i v i t a t « rmiig 1 i c h t r, . 
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Kovalente Dindung er Liposome an Tumormarker 

Interessant ist auch eine Konjugierung von 
Liposom- Vos iko I n an CEA»AFP und Ten ne s s o e - xVn t i gc n , 
wenn dieso Tumo r a n t i gone durch Anreicherung 
und Reinigung z-b. mit Hilfe von HPLC , 
praparativer El ek t r oTokus s ierung, ATfinitats- 
chromatographic oder Chroma toTokus s i erung zur 
Verfiigung stehen- 

Tumorze 1 Iproliferationsbeeinriussende Substanzen 

Von Interesse sind, bei direkter oder indirekter 
liber Liposom-Transportvesikeln Applikation, 
Substanzen wie Auxine, indo 1 sub s t i t ui er t e 
Carbonsaurcn ( Indo I y I - 3- bu 1 1 er saur e ) , naphtyl-bzw, 
phenyl subst ituierte EssigsaurenC 1 -Naph ty 1 es s i gsaur e ) 
Deriva t e von Phe noxyc arbo n saur en (2, 4-Dichlorphenoxy- 
es si gsaur e ; 2 , , 5-Tr ich lorphenoxy- e ssigsaur e ; 
2 -Methyl - - c h 1 or ph enoxy- e s s i gsaur e ) und Derivate 
der Naph to xyc arbo n saur en ( 2- Naph t oxy- e s s i gsaur e ) 
wegen der Be e in f 1 u s sung der Tumorzel Iproliferat ion . 
Cytochalasiti 

An Antitumor-Ig kovalcnt gebundene Liposomen konnen 
auch Trager von Cytochalasin sein, welches 
Storung der Kern-Cytoplasma- In t erakt ion in der 
Tumorzel le vorursacht. 

Spezifische Inhibitoren von Collagenaso III und IV 

Nach den allei*neuesten Erkenntnissen 
amc r ikan i sc he r Forscher sind Coll age nase XII und 
EV (aJs Exoenzyme) <1a3 Mor'kmal, der Selektions- 
vorteil, der die metas tasierenden Tumorz e 1 1 i n i e n 
von den n i ch t - me t s t a s i e r enden Subpopula t ionen 
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unterscheidet . Eine Enkn p su 1 i o r ung von 
spe7;irischen Col I a goiia se - Ilomnu? r n ( v: . H . von 
Co I 1 a,<5on - An t ime tabo 1 i t en/S t r uk turana 1 oga ) 
in mit A n t i t. umo f - I iz; beladonon Liposom- 
V<.»3iko1n i-st dahfM* von I n t o r r 5? .s <^ . 
\\\x t y r a t 

Dutyrat indur.iort als "reverse transformation 
agent " Wachs t umshemmung und/oder mo r pho 1 o g i 3C Im 
und biochemische Red i fferenz i e rung trans- 
formierter Zellen* 

Im folgenden wird die ErfLndung anhand eines 
Deispiela naher etlautert. 

Dnispiel 

Phospha t idyl chol in (aus Huhncrei) und 
Phosphatidyl serin (aus Rinde r geh i rn ) kbnnen in 
chromatographi scher Reinhe i t komme r zi e 1 1 
bezogen werden. 

Zur Hcrstellung von mu 1 t i 1 ame 1 la r en Vesikein 
kann man beide Phosphol ipide im 1:1- oder 
im 7:3-molaren Verhaltnis in Chloroform 
auflbsen. Vorteilhaft ist eine ^ , 95 : ^ . 95 : o , 1 - 
molare Mischung von Ei-Phospha t idy Ichol in , 
Rinder -Phosphatidyl serin und Lysolecithin, 
gelbst in Chloroform, weil sich 
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im Versuch gezeigt hatte, daft 
Liposomen negative Ladur 5 bzw 
aufvrei sen, welche3 cine etwa 
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bzw, Membranfus ionierunv^ ala be i sp i e L s ure i s e die 
elektrisch neutralen Liposomen aus E i - F^ho spVia t idy 1 c ho I L n 
zur Fo I ge ha t . 

Nach der Cho ro f o rmv <^ rdamp f ung un Ro t a t i o n 3 ve r damp f e r werden 

wasser L63 I iche Immunos t imu La toren im mit 5-lo?^ FCS ( FDS = Fo e t a 1 e 3 

Ka lbserum) versehenen Ze L 1 ku 1 1 ur med i urn .( 2 . RPMI \(>ko oder 

CMEM Oder TC 199 oder HHSS) zugesetzt, die Mischungmit 

einem hochtourigen Gerat 2o-6o min lang emulgiert und die 

en t s tandenen , Testsubstanz enthaltenen Liposomen durch 

auf Injektionsspritzen au f schraubbar en Milliporefilter 

riltriert. Die Liposome werden auf einen Tot a 1 1 ipidgehal t 

von ca l}iMol/ml Zellkul turmedium eingestellt und sollten 

nicht langer als 2^ Stun<lcn stehen. Der durch schn i 1 1 1 iche 

Liposomeninhal t soil ca 2->ili:io?^ pro Mo I Phospholipid 

betragen. Das Liposom- enkapsu 1 ier t e Material soil den zu 

3 t imulierenden Makrophagen in einer Dosierung gegeben 

werden, daft loo ^^Mo I Phospholipid auf l,lo^ Makrophagen 

anfallen, Diese Liposomdos ierung entspricht einer 

absoluten Menge von ca o,25ul des enkapsu 1 i ert en Materials 

5 

pro 1 , lo Makrophagen- 

Wahrend bei der mechanischcn Mischung der nach Abdampfen 
des organischen Ld sungsm i 1 1 e I s und " Emu 1 g i e rung*' im 
wassrigen Medium entstehenden Liposomen Vesikeln mit 
einem du rc h sc hn 1 1 1 1 i c hen Durchmossor von 5-5ojJm entstehen, 
kann der raittlere Durchmessor durch U 1 1 r a s c ha 1 1 - Behand I ung 
der ''Emulsion" auf o , o 5 pn herabgesetzt werden. Die 
mechanisch erzeugten Liposomen sind aua konz e n t r i s c h e n 
Phospholipid-Dilayern multilamellar aufgebaut, wobei der 
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interlamellaro Raum 5^*-75S betrast- Die dur c h .sc h n i t t 1 i c h e 
Schichtdicke der Pho s pho 1 i p L d - Bi 1 aye r bctraxt 5o J?. In 
diese Zwi schenraum*j wird da.s wa s s o r 1 6 s 1 i c h e Material 
v^ie Immunost imul atoren bzw. Cytostatika und Lektino, 
in die L i po som- B L I a y e r die I i poph i I en Ve rb i ndun cz;f; n o i n .v; r> h a u t . 
Dei nicht-molekulard ispor'sen V/ i r ks ub s t a n e n wit'd <1 LoMfM" 
regelmaf^iS konzen t r i sche Aur)au geatort, es kommt viel mohr 
zu einer Art Deladung der partikularen E f f ek t o rma t e r 1 a 1 o n 
mit multilame.l larer Lipo somauBensch ic h t • Die fehlcndc 
Antigenitat dor Li po somauBensch ic h t verhindcrt Immunant- 
worten vom verzogerten Typ bei gleichzoitig e r 1 e ich t e r t e r 
Merabranannaherung und Fusion. Durch Eraatz von 
Dicetylphosphat in einem 7 : 2 : 1-Gem Lsch von 
Lezithin, Cholesterol und Dicetylphosphat durch 

Stearylamin kann die negative Obe r f lachen ladung dos Liposome 

zur positiven umgewandelt werden. Dies ist deshalb von Defieutung, 

da man b e i sp i e 1 s wi e s e von Proteinen, die bei pH? , o-7,'t positiv | 

geladen sind, weiH, daf^ sie wesentlich hohere Immunogc n i t a t \ 

aufweisen, vrenn sie in positiv geladenen Lipo.somen 

enkapsuliert werden. Auch das Lezithin: Cho I e s t e r o 1 - Vc rha L t n i s 

ist wichtig. Gunstig ist oft die Obor flachenbe 1 adung der 

Liposomvesikeln mit denaturierten Immunglobu 1 inen und 

( akt ivem) C3-Komplement . Gunstig ist, vrie an^derer Stelle 

erwahnt, die gleichzeit ige Applikation von Adjuvantien v/ie 

Saponin, tuberculosis, B. pertussis u.a. Bei Liposom- 

Injizierung entstehen an der In j ek t ion s s t e 1 1 e keine 

Granulome. Liposomen zeigten bei der Anwendung beim 

Menschen keinerlet ncgativen Ef fekte , eine rapide 

Mobilisierung von der I n j ek t ions s t o 1 1 e und cine 

be tracht 1 iche Re t en t ionsze i t in der Lymph kno t e n - Liposomen 

sind biodegradierbar . 




